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RIASSUNTO 
ADHD (Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder), o più semplicemente ADD 
(Attention Deficit Disorder), è la sigla della sindrome da deficit di attenzione e 
iperattività. Questo è un disordine del comportamento caratterizzato da 
inattenzione, impulsività e iperattività motoria che rende difficoltoso e in taluni 
casi impedisce il normale sviluppo e integrazione sociale dei bambini. Si tratta di 
una malattia complessa e multifattoriale che nel 70-80% dei casi coesiste con un 
altro o altri disordini. Recentemente, è emersa un’associazione tra ADHD 
(definita per diagnosi clinica) e probabilità di collisione alla guida simulata. Poichè 
sono noti  i polimorfismi genetici associati alla sindrome ADHD abbiamo ritenuto 
interessante verificare se vi fosse una correlazione tra capacità di guida 
(simulata) e polimorfismi genetici. Per questo, in collaborazione con il 
dipartimento di Ingegneria Meccanica, Nucleare e della Produzione 
dell’Università di Pisa, è stato condotto uno studio in cui 100 volontari venivano 
sottoposti ad una prova di guida simulata. Durante tale simulazione sono stati 
introdotti 2 tipi di stimoli: 1. Simulazione di una sbandata laterale che sposta 
l’automobile nell’altra corsia permettendoci di valutare la prontezza e la qualità 
della reazione dell’individuo nel riportare il veicolo nuovamente nella corsia di 
partenza ; 2. Evento di frenata in cui si richiede che il conducente freni il prima 
possibile all’apparire di una macchia rossa sullo schermo, permettendoci di 
calcolare il tempo di reazione dell’individuo. 
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Poiché esistono indicazioni che varianti polimorfiche in diversi geni, come DAT1, 
DRD2, ANKK1, COMT che sono coinvolti nella regolazione della dopamina e dei 
derivati neurotrasmettitori, sono associate all’ADHD; abbiamo deciso di studiare 
il’associazione tra alcuni parametri che misurano la capacità di guida ed i  
seguenti polimorfismi . 
1. Il polimorfismo rs6277 (C/T) del gene DRD2, il quale codifica per il 
recettore 2 per la dopamina, e sembra essere correlato con una 
instabilità dell’mRNA causando una diversa densità del recettore 
stesso; 
2. Il polimorfismo rs1800497 del gene ANKK1 (codificante per una 
proteina  appartenente alla famiglia Ser/Thrchinasi coinvolta nella 
trasduzione del segnale) denominato TaqlA, originariamente associato 
a DRD2 che provoca una variazione amminoacidica da glutammato a 
lisina. 
3. Il polimorfismo Val158Met rs4680 del gene COMT che codifica per un 
enzima che degrada la dopamina e altre catecolamine, ed è importante 
nella trasduzione delle monoamine.  
4. Un VNTR localizzato al 3’UTR del gene DAT1, il quale non comporta 
variazioni a livello della proteina, ma è responsabile di alterazioni della 
stabilità dell’mRNA e quindi dell’efficienza trascrizionale. 
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Lo scopo della mia tesi è stato quello  valutare la possibile ’associazione tra i 
polimorfismi dei geni coinvolti nel metabolismo della dopamina e una funzione 
cognitiva, che in questo caso è la capacità di guida. Inoltre, si è deciso di 
includere nello studio anche il polimorfismo rs1614972 del gene ADH1C perché 
da studi precedenti, effettuati sempre nel Dipartimento di Biologia era stata 
osservata una possibile associazione tra tale polimorfismo e comportamento alla 
guida, anche in assenza di ingestione di alcool.  
Il DNA è stato estratto da  sciacqui buccali con una soluzione salina allo 0,9% 
successivamente è stata effettuata la genotipizzazione attraverso ASO-PCR e 
PCR classica per il polimorfismo del gene DAT1 seguita da corsa elettroforetica 
su un gel di agarosio. 
I dati ottenuti saranno sottoposti ad opportuna analisi statistica per valutare la 
relazione genotipo-fenotipo dopo aver corretto per gli opportuni fattori 
confondenti. 
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ABSTRACT 
ADHD (Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder), or more simply ADD (Attention 
Deficit Disorder), the initials of the syndrome and attention deficit hyperactivity 
disorder. This is a behavioral disorder characterized by inattention, impulsivity 
and hyperactivity that makes it difficult and in some cases prevents the normal 
development and social integration of children. It is a complex and multifactorial 
disease in which 70-80% of cases coexists with another or other disorders. 
Recently, an association emerged between ADHD (defined by clinical diagnosis) 
and probability of collision at the simulated driving. As they are known genetic 
polymorphisms associated with ADHD have evaluated whether there was a 
correlation between driving skills (simulated) and genetic polymorphisms. For 
this, in collaboration with the Department of Mechanical Engineering, Nuclear 
and Production Engineering, University of Pisa, we conducted a study in which 
100 volunteers were subjected to a simulated driving test. During this simulation 
were introduced 2 types of stimuli: 1. Simulation of a crush on the side that 
moves the car in the other lane allowing us to assess the readiness and the 
quality of the individual's reaction to restore your vehicle back to the start lane 2. 
Event braking where it is required that the driver brakes as soon as possible the 
appearance of a red spot on the screen, allowing us to calculate the response 
time of the individual.Since there are indications that polymorphic variants in 
different genes, such as DAT1, DRD2, ANKK1, COMT that are involved in the 
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regulation of dopamine and derivatives neurotransmitters, are associated with 
ADHD, we decided to study il'associazione between some parameters which 
measure the ability Driving and the following polymorphisms. 
1.  The polymorphism rs6277 (C / T) of the DRD2 gene, which encodes the 
receptor 2 for dopamine, and appears to be related with instability of 
mRNA resulting in a different density of the receptor itself; 
2.  The polymorphism of the gene rs1800497 ANKK1 (coding for a protein 
belonging to the family Ser / Thrchinasi involved in signal transduction) 
called TaqlA, originally associated with DRD2 that causes a change in 
amino acid from lysine to glutamate 
3.  Rs4680 polymorphism Val158Met COMT gene coding for an enzyme that 
degrades dopamine and other catecholamine, and it is important in the 
transduction of monoamines. 
4.  A VNTR located at the 3 'UTR of the gene DAT1, which does not involve 
changes at the protein level, but is responsible for changes in mRNA 
stability and therefore the efficiency transcriptional.  
The purpose of my work was to evaluate the possible 'association between 
polymorphisms of the genes involved in the metabolism of dopamine and a 
cognitive function, which in this case is the ability to guide. In addition, it was 
decided to include in the study also the polymorphism of the gene rs1614972 
ADH1C because previous studies, carried out always in the Department of 
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Biology had been observed a possible association between this 
polymorphism, and driving behavior, even in the absence of alcohol 
ingestion.The DNA was extracted from buccal mouthwash with a saline 
solution 0.9% was then carried through the genotyping ASO-PCR and PCR 
classical for the polymorphism of the gene DAT1 followed by electrophoresis 
on an agarose gel.The data obtained will be subjected to appropriate 
statistical analysis to evaluate the relationship between genotype and 
phenotype after adjusting for appropriate confounders. 
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CAPITOLO 1 
 INTRODUZIONE 
Una gran parte delle differenze in più funzioni cognitive superiori può essere 
assegnata a fattori genetici. Tuttavia, alcune componenti della funzione esecutiva 
sono sensibili ai fattori ambientali. L’ ereditabilità non include l’ambiente, ma 
questi fattori genetici e ambientali possono anche essere sinergici.  
La scienza ha a lungo cercato di determinare se le differenze individuali nella 
capacità cognitiva possono essere attribuite a differenze genetiche. In passato la 
genetica del comportamento ha affrontato questa questione analizzando i 
contributi genetici e ambientali, utilizzando gli studi sui gemelli. Questi studi 
hanno raggiunto molti traguardi, come per esempio dimostrando che la 
cognizione è fortemente influenzata dai geni. Più recentemente questo sforzo ha 
guadagnato un nuovo impulso con il sequenziamento del genoma umano, così 
che gli scienziati possono ora chiedersi come la variazione all’interno di un 
determinato gene influenza differenze individuali nel processo cognitivo. Questi 
progressi nella genetica molecolare hanno fornito a coloro che lavorano nel 
campo delle neuroscienze la possibilità di interrogare vecchie domande in modo 
completamente nuovo e consentire la sperimentazione di questi modelli cognitivi 
con delle nuove analisi. L’applicazione della genetica molecolare agli studi della 
cognizione – cognitive genetics – segue fortemente la tradizione della 
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neuropsicologia cognitiva. In quest’ultima infatti, gli effetti delle lesioni celebrali 
localizzate su specifiche funzioni cognitive hanno gettato luce considerevole 
sull’architettura del normale funzionamento del cervello umano. 
Nel caso della genetica cognitiva, specifiche varianti alleliche di geni candidati 
prendono il posto delle lesioni celebrali, e quindi viene fatto un collegamento tra 
le funzioni cognitive da un lato e la genetica molecolare dall’altro. Tali 
collegamenti sono essenziali per testare modelli contemporanei della cognizione, 
come quelle dell’attenzione che includono variabili molto diverse (cognitive, 
anatomiche, neurochimiche e ora anche genetiche). 
Vale la pena ricordare che la capacità di isolare un contributo genetico per 
qualsiasi comportamento osservabile si basa sulla precisione e affidabilità con 
cui uno può misurare tale comportamento: “un fenotipo mal definito è improbabile 
per facilitare l’identificazione del genotipo sottostante” ( Baddeley 1996). 
Se, tuttavia, il processo cognitivo si è ben capito in termini di cognitivo-
neuroanatomico, si sono potuti compiere dei progressi nel determinare come il 
gene contribuisce a variazioni nello sviluppo di meccanismi cerebrali che 
modulano quel processo cognitivo (2). 
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1.1 ADHD e DOPAMINA 
ADHD (Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder) ,o più semplicemente ADD 
(Attention Deficit Disorder), è la sigla della sindrome da deficit di attenzione e 
iperattività. Questo è un disordine del comportamento caratterizzato da 
inattenzione, impulsività e iperattività motoria che rende difficoltoso, e in taluni 
casi impedisce, il normale sviluppo e integrazione sociale dei bambini. 
Nel 1995, Edwin H. Cook e i suoi colleghi dell’Università di Chicago resero noto 
che i bambini affetti da ADHD avevano una maggiore probabilità di presentare 
una particolare variante del gene per il trasportatore della dopamina DAT1. 
Analogamente, nel 1996, Gerald J. LaHoste dell’Università della California 
e Irvine e i suoi collaboratori osservarono che nei bambini affetti da ADHD era 
particolarmente abbondante una variante del gene per i recettori di dopamina 
D2, il cui polimorfismo giustificherebbe le varianti cliniche dell’ADHD. 
Questi dati preliminari affermerebbero che la dopamina svolge un ruolo centrale 
in quelle funzioni che comprendono la concentrazione, l’apprendimento e la 
motivazione. 
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1.2 DOPAMINA 
Numerose testimonianze in tutta una 
serie di specie (compresi gli esseri 
umani) implicano il sistema 
dopaminergico come componente 
chiave nei processi di apprendimento. 
La dopamina è anche criticamente 
coinvolta in processi cognitivi superiori 
e il lavoro teorico di Montague nel 2004 
e successivamente Frank con O’Reilly 
nel 2006, suggerisce un legame tra queste funzioni. La dopamina è 
fondamentale per rafforzare quelle azioni che hanno una maggiore probabilità di 
ricevere dei premi.  
La dopamina è un importante neurotrasmettitore del sistema nervoso centrale dei 
mammiferi. Agisce attraverso la via mesolimbica,la via nigrostriatale, la via 
mesocorticalee la via tubero-infundibolare: quindi è coinvolta nell’esecuzione del 
movimento, nella regolazione della secrezione del peptide dalla ghiandola 
pituitaria e nella stabilità emozionale. 
La biosintesi delle catecolammine avviene in cellule della midollare del surrene a 
partire dall’amminoacido Tirosina. 
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Il primo passaggio consiste nell'ossidazione in posizione 3' della tirosina a 
diidrossifenilalanina (DOPA) da parte della Tirosina 3-monoossigenasi, enzima 
che richiede la presenza di O2 e di tetraidrobiopterina come cofattore. Questa è 
la tappa limitante la velocità di tutta la sintesi poiché l'enzima è auto regolato da 
un sistema a feedback negativo da parte delle catecolamine sintetizzate nonché 
da siti di fosforilazione controllati dalle proteine chinasi. La DOPA, per azione di 
una decarbossilasi specifica è convertito a Dopamina, il primo composto attivo 
che si forma nel processo biosintetico delle catecolammine. La dopamina così 
sintetizzata nel citoplasma viene catturata all'interno delle vescicole sinaptiche 
attraverso un processo di trasporto attivo. Le vescicole sono accumulate nella 
terminazione nervosa dove fondono la loro membrana con quella del neurone e 
si aprono, svuotando il loro contenuto nello spazio sinaptico. La membrana delle 
terminazioni dopaminergiche possiede delle proteine altamente specializzate nel 
trasportare la dopamina in entrambe le direzioni ed in relazione al gradiente di 
concentrazione presente sulle due facce della membrana. Tali meccanismi di 
trasporto specifico sono in grado di influenzare la trasmissione dopaminergica, 
ricaptando rapidamente la dopamina dallo spazio sinaptico verso il terminale 
nervoso. Una volta liberata nello spazio sinaptico, la dopamina diffonde lungo la 
sinapsi e interagisce con i recettori specifici situati nella membrana postsinaptica. 
L'interazione del neurotrasmettitore con il recettore dà luogo a tutta una serie di 
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eventi nel neurone che sono diversi a seconda del tipo di recettore 
dopaminergico interessato e che conducono a differenti risposte biologiche. 
Le catecolammine vengono degradate attraverso una serie di reazioni che 
richiedono vari enzimi: amminoossidasi, catecolometiltrasferasi e aldeide 
deidrogenasi o alcol deidrogenasi. I prodotti finali dipendono dal tipo di tessuto: 
viene prodotto MOPEG (3-metossi-4-idrossifenilglicole) nel cervello e VMA (acido 
3-etossi-4-idrossimandelico) nei tessuti periferici. 
 
 
 
1.3 IL RECETTORE 2 DELLA DOPAMINA (DRD2) 
 
Il gene per il recettore D2 si trova sul cromosoma 11, specificatamente sulla 
banda 11 q22-23 e 
consiste di 8 esoni 
separati da 7 
introni.(6) 
A livello 
molecolare l’effetto 
della dopamina 
dipende 
dall’espressione di 
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specifici recettori e dalla loro modulazione anche da parte di altri 
neurotrasmettitori. Sono stati identificati due tipi di recettori dopaminergici, D1 e 
D2, sulla base delle loro diverse caratteristiche farmacologiche e biochimiche, 
con una diversa affinità di legame sia per la stessa dopamina che per molti 
antagonisti ed agonisti, naturali o di sintesi.(7) 
I recettori D1 attivano la adenilatociclasi e attraverso essa mediano la 
fosforilazione di una proteina chiamata DARRP-32, la quale isoforma fosforilata 
in Thr-34 è un potente inibitore delle fosfatasi delle proteine bersaglio della PKA. 
I recettori D2, di cui esistono due isoforme distinte sulla base di uno splicing 
alternativo che modifica la lunghezza della terza porzione intracitoplasmatica, 
sono accoppiati a sistemi di trasduzione diversi tra cui: l’inibizione 
dell’adenilatociclasi, la soppressioni di correnti al Ca++, l’attivazione di quelle al 
K+ e la modulazione del metabolismo del fosfoinositolo. La dopamina raggiunge i 
recettori di tipo D2 presenti nelle cellule mammotrope dell'ipofisi anteriore, 
inibendo la secrezione di prolattina. (8) 
Se la dopamina modula la funzione cognitiva, dovrebbe essere possibile 
migliorare o compromettere le prestazioni con la somministrazione di agenti 
farmacologici che inducono il rilascio di dopamina o stimolano/bloccano 
direttamente i recettori della dopamina. Infatti, gli stimolanti per rilascio di 
dopamina sono ben noti per migliorare le funzioni cognitive in individui con ADHD 
ed individui sani. Esiste un forte motivo per sospettare che tali differenze 
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individuali nella risposta agli effetti dei farmaci dopaminicisull’attività del cervello 
sono, almeno in parte, di origine genetiche. Uno dei polimorfismi più studiati è 
rs6277 che si trova a livello del codone 319 e pur essendo una variazione 
silente, sembra essere associato a diminuzione delle capacità cognitive degli 
individui, infatti si pensa sia correlato con una instabilità dell’mRNA causando 
una diversa densità del recettore 2 della dopamina a livello dello striato, con 
conseguenti disturbi a livello della personalità ed associazioni con patologie.(9) 
 
 
1.4 IL GENE ANKK1 CODIFICANTE PER UNA PROTEINA  
APPARTENENTE ALLA FAMIGLIA SER/THR CHINASI IMPLICATA 
NELLA TRASDUZIONE DEL SEGNALE. 
Questo gene codifica per una proteina appartenente alla famiglia delle 
Ser/Thrchinasi e svolge un importante ruolo nella trasduzione del segnale. 
Tramite studi di RFLP 
(RestrictionFragmentLenghtPolym
orphism) è stato scoperto uno 
SNP denominato TaqlA, anche se 
inizialmente si pensava che 
questa variazione appartenesse al 
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gene DRD2 a causa della vicinanza dei due geni sul cromosoma 11.(10) 
Uno studio ha mostrato che l’allele A1 è associato con l’alcolismo e sembra 
alterare la densità del recettore D2. Rodriguez et al hanno scoperto che 
possedere l’allele A1, rispetto a quello A2, significa avere oltre ad una meno 
attenzione, anche un minor controllo inibitorio su un segnale di stop task.  
Inoltre sembra che il possedere l’allele A1 è associato con una maggiore densità 
del trasportatore della dopamina, questo da la conferma che le interazioni tra i 
geni del sistema dopaminergico possono essere importanti per comprendere la 
genetica molecolare dei processi in cui sono coinvolti sia l’attenzione che 
l’apprendimento. (2) 
 
 
1.5 IL GENE TRASPORTATORE DELLA DOPAMINA, DAT1 
E’ stato dimostrato che ADHD è una 
malattia familiare ed ereditaria. La risposta 
di pazienti affetti da ADHD ai farmaci che 
inibiscono il trasportatore della dopamina, 
tra cui il metilfenidato (Il farmaco di elezione 
nel trattamento della ADHD), ha portato a 
considerare il gene per il trasportatore della dopamina (DAT1) come candidato 
principale per l'ADHD. Localizzato nella regione cromosomica 5p15.3 . DAT1 
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(gene simbolo SLC6A3) codifica perù una proteina trasportatore della dopamina 
responsabile della ricaptazione della stessa dalla parte posteriore della fessura 
sinaptica ai neuroni presinaptici. La regione 3'-UTR del gene DAT1 contiene un 
numero variabile di ripetizioni in tandem (VNTR) di 40 bp vicino al sito di 
poliadenilazione (11). Analisi su 30 diverse popolazioni hanno rivelato che il 
numero di ripetizioni in tandem varia da 3 a 13 e più frequentemente si presenta 
come unità di 9 o di 10 repeat (12).Questa variazione è stata probabilmente 
associata ad una minore efficienza di trascrizione e quindi ad una minore stabilità 
dell'mRNA, anche se la sequenza amminoacidica della proteina non cambia 
(11).L'allele 10R di DAT1 3'-UTR VNTR è spesso definito come un "allele ad alto 
rischio" per l'ADHD, infatti numerosi studi di genetica molecolare, in diversi 
gruppi etnici, hanno segnalato la sua associazione con la malattia (13-
16).Tuttavia i risultati sono controversi e altri ricercatori hanno segnalato una 
mancanza di associazione (17-18). Diversi studi sono stati condotti per cercare 
un collegamento tra il VNTR di DAT1 e comportamenti di dipendenza o rischiosi. 
L'allele 9R è stato associato a un minor rischio di riscontrare dipendenza nel 
fumo (19-20), mentre la maggior parte degli studi su DAT1 e sull’ alcolismo non 
sono riusciti a dimostrare un'associazione tra i due (21-22).Nel 2005 Guang ha 
testato l'effetto dei VNTR di 40 bp su uno spettro di comportamenti a rischio 
compresi: la delinquenza, il numero di partner sessuali, la quantità di alcool 
assunta, la quantità e la frequenza di sigarette fumate, il non indossare cinture di 
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sicurezza, e l'uso di droghe illegali. I dati hanno mostrato un effetto protettivo del 
genotipo 9R/9R verso comportamenti a rischio. Un secondo dato che emerge da 
questo lavoro è che questo effetto protettivo varia con l’avanzare degli anni.(27) 
 
 
1.6 IL GENE CATECHOL O-METHYLTRANSFERASE (COMT) 
Questo gene codifica per un enzima che degrada la dopamina e influisce sui 
livelli di dopamina nella corteccia prefrontale (che è il luogo principale in cui 
avviene la degradazione della dopamina) ma ha poco, o nessun, effetto sulla 
dopamina dello striato (in cui DAT è più efficiente e più abbondante). Comt è 
localizzato sul cromosoma 22q11. Delezioni in questa regione aumentano il 
rischio di psicosi.(23) 
La maggior parte degli studi di 
associazione hanno preso in 
esame il polimorfismo rs4680 che 
sembra influenzare l’attività 
dell’enzima in vitro.(24). Il 
polimorfismo consiste in una 
sostituzione di basi che comporta 
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una sostituzione a livello amminoacidico da Valina a Metionina al codone 158,il 
passaggio da valina a metionina ha implicazioni per la struttura e per l'attività 
della proteina matura. 
Questo polimorfismo è noto perché sembra influenzare i livelli di dopamina 
prefrontale, il legame con il recettore D1 e i processi cognitivi in varie mansioni 
che dipendono dalla funzione prefrontale appunto. Comunque, in altri studi, 
COMT non da effetti sul comportamento e un recente studio di meta-analisi del 
2008 condotto da Barnett, suggerisce che nel complesso COMT non da alcun 
effetto sul comportamento. 
Ulteriori studi di meta-analisi concludono dicendo che questo polimorfismo 
influenza l’attivazione prefrontale con un vantaggio per gli individui omozigoti per 
l’allele variante (A) nei processi cognitivi di esecuzione, ma porta anche un 
vantaggio agli omozigoti per l’allele più frequente (G) nei processi di 
elaborazione emotiva e quindi dei sentimenti (1) 
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1.7 ADHD E ALCOOL 
Anche se l'ADHD viene diagnosticata per lo più tra i bambini, si tratta di una 
malattia relativamente persistente, che dura nel 60%-80% degli adolescenti e 
adulti. E’ stato segnalato che gli adulti con ADHD hanno maggiori probabilità di 
essere coinvolti in incidenti stradali, ricevere citazioni per eccesso di velocità e 
sono propensi ad essere aggressivi,  non indossare la cintura di sicurezza e fare 
uso di alcool e droghe. Sia prove su strada sia risultati della simulazione hanno 
dimostrato che gli adulti con ADHD sono soggetti a un maggior numero di graffi e 
urti rispetto ai gruppi di controllo (3). Weafer et al. nel 2008 ha effettuato un 
esperimento in cui le prestazioni simulate di guida di adulti con ADHD sobri sono 
stati confrontati con quelli di un gruppo di controllo sia sobrio e sia in stato di 
ebbrezza (80 mg/100 
ml). I risultati hanno 
mostrato che gli adulti 
con ADHD mostrano 
un decremento nelle 
prestazioni di guida 
simulata rispetto ai 
controlli sobri e si 
evidenzia un deterioramento cognitivo simile a quello di soggetti intossicati da 
alcol (maggiore deviazione dalla corsia e più velocità nella sterzata)(4). L'ipotesi 
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più affascinanteè stata proposta da Barkley e i suoi collaboratori nel 2006 che 
sostiene che gli adulti con ADHD possano essere maggiormente colpiti dagli 
effetti dell’ alcol nel loro modo di guidare. Nello studio si indagarono gli effetti dati 
dalla somministrazione di dosi di alcol sulle abilità basilari legate alla guida (come 
per esempio l'attenzione e il tempo di reazione) sia in adulti affetti da ADHD sia 
ad un gruppo di “controllo”. I risultanti mostrarono una maggiore diversità nel 
tempo di reazione nel gruppo “ADHD” comparato ai controlli, con un aumento 
della variabilità all'aumentare della dose di alcol. Recentemente è stato suggerito 
che un’intossicazione di alcol potrebbe influire sulla funzione cognitiva 
temporaneamente, provocando le stesse anomalie presenti nell’ iperattività da 
deficit di attenzione. Il cervello, infatti, è responsabile di numerose funzioni 
fisiologiche critiche, non solo di meccanismi percettivi ma anche di compiti 
complessi, come guidare una macchina. Basse dosi di alcol sono responsabili di 
una riduzione di capacità di guida, come ad esempio mantenere la corsia, 
sterzare, e il tempo di reazione di fronte alla comparsa di un veicolo su strada è 
minore (5). La guida è un classico esempio in cui i movimenti oculari anticipano il 
movimento. E' stato riportato che una attività alterata del cervelletto riduce il 
coordinamento tra movimenti oculari e altre azioni coinvolte nella guida, ad 
esempio sterzare. Un recente studio del 2008 ha dimostrato attraverso un 
sistema automatizzato in-car che c’è un’ottima relazione tra movimenti oculari e i 
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movimenti bruschi dello sterzo durante la guida, pur avendo assunto una 
quantità di alcol al di sotto del limite legale nel Regno Unito. 
 
 
1.8 ALCOL DEIDROGENASI (ADH) 
L’alcol deidrogenasi (ADH) è un enzima citosolico in grado di metabolizzare 
l’etanolo e una vasta gamma di substrati, compresi gli alcoli alifatici, 
idrossidteroidi e prodotti di perossidazione lipidica. ADH umani sono enzimi 
dimerici con una subunità di 40 kDa. Questi enzimi sono classificati in 5 classi 
principali sulla base delle loro proprietà enzimatiche e in base alla composizione 
della subunità. I geni che codificano per le differenti subunità sono 7 e si trovano 
tutti sul cromosoma 4. (25) Questi enzimi sono coinvolti anche nel metabolismo 
del retinolo, infatti sono responsabili nel trasformare il retinolo in retinale. Il 
retinolo, da studi in letteratura, sembra essere importante nello sviluppo del 
cervello nella fase postnatale, ed è stato visto che una deficienza di questa 
molecola nei ratti può causare problemi nell’apprendimento e di memoria.(26) 
Nello specifico ADH1C fa parte della prima classe, cioè quella classe che 
contiene gli isoenzimi α, β e γ, che ha una Km molto bassa e un’elevata affinità 
per l’etanolo. Gli enzimi appartenenti a questa classe sono molto abbondanti nel 
fegato e nello stomaco.(25) 
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Class I 
 
Nuova nomenclatura subunità tessuto 
ADH1 
 
ADH1A α Fegato 
ADH2 
 
ADH1B β Fegato, polmone 
ADH3 ADH1C γ Fegato, stomaco 
 
 
Il rs1614972 polimorfismo è responsabile di un cambiamento di nucleotide C>T 
all'interno dell'introne 8. È ormai noto che polimorfismi intronici possono 
influenzare l'attività di un gene, interferendo con la regione del promotore o con i 
siti di splicing, o anche agendo sul microRNA. È pertanto possibile che una 
deregolazione del gene, derivante dalla sostituzione nucleotidica, influisce sulla 
velocità di smaltimento. 
 
 
 
Tab1: Classificazione Alcol Deidrogenasi 
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CAPITOLO 2  
SCOPO DELLA TESI 
Lo scopo della mia tesi è stato quello  valutare la possibile ’associazione tra i 
polimorfismi (rs6277 per DRD2, rs1800497 per ANKK1, rs4680 per COMT, 
rs28363170 per DAT1) dei geni coinvolti nel metabolismo della dopamina e una 
funzione cognitiva, che in questo caso è la capacità di guida. Inoltre, si è deciso 
di includere nello studio anche il polimorfismo rs1614972 del gene ADH1C 
perché da studi precedenti, effettuati sempre nel Dipartimento di Biologia era 
stata osservata una possibile associazione tra tale polimorfismo e 
comportamento alla guida, anche in assenza di ingestione di alcool.  
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CAPITOLO 3  
MATERIALI E METODI 
3.1 Descrizione campione 
Il campione da me analizzato è costituito da 100 individui volontari (53 femmine e 
47 maschi), con un’età compresa tra i 20 e i 40 anni di età.  
 
3.2 Analisi genetiche e fenotipiche 
A tutti gli individui è stato fatto firmare un consenso informato affinchè donassero 
il loro DNA attraverso sciacquo buccale. 
Ad ogni volontario è stato chiesto di guidare un simulatore di guida, messo a 
disposizione dal dipartimento di Ingegneria Meccanica, Nucleare e della 
Produzione dell’Università di Pisa. Ogni simulazione durava 23 minuti durante i 
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quali venivano indotti 2 diversi stimoli, ognuno dei quali veniva proposto 6-7 
volte: 
1. Il TEST DELLA FRENATA: in cui il conducente doveva frenare non appena 
compariva il segnale luminoso rosso sullo schermo, qui si valutava il 
tempo di reazione in cui, all’apparire della macchia luminosa rossa, il 
conducente toglieva il piede dall’acceleratore, e il tempo di abilità durante 
il quale il conducente premeva il pedale del freno. 
2. Il TEST DELLA SBANDATA, durante il quale veniva dato uno stimolo al 
simulatore in modo da far spostare il veicolo verso la carreggiata di 
sinistra; qui veniva calcolato il tempo di reazione in cui il conducente 
apportava le prime manovre di correzione sul volante, e il tempo di abilità 
durante il quale il conducente riportava l’automobile nella corretta corsia. 
 
 
3.3 ESTRAZIONE DEL DNA 
Il DNA viene estratto a partire da cellule del cavo buccale recuperate mediante 
sciacqui buccali con soluzione salina al 9%. Gli sciacqui vengono recuperati in 
falcon da 50 ml e centrifugati a 4000 rpm per 20 min, affinché le cellule possano 
depositarsi sul fondo a creare un pellet. Seguendo il protocollo di estrazione 
Celbio-GENOMED, viene eliminato il sovranatante e recuperati 200 µl che sono 
trasferiti in un eppendorf da 1.5 ml a cui vengono aggiunti la proteasi (enzima 
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che digerisce le proteine) e il Buffer K1 (tampone di lisi che degrada le 
membrane della cellula). Il campione viene vortexato per 30 min e incubato in un 
bagnetto termostato a 58°C per 10 min. Dopo di ciò, viene aggiunto l’etanolo 
assoluto che permette la precipitazione del DNA. A questo punto si vortexa per 
15 sec e la soluzione viene trasferita in un apposito tubo raccoglitore provvisto di 
una colonnina interna e sottoposto a centrifugazione a 10000rpm per 1min e 
30sec, il DNA rimane adeso al filtro della colonnina interna. Dopo aver scartato il 
filtrato la colonnina interna viene trasferita in un nuovo tubo raccoglitore e 
vengono aggiunti 500 µl di Buffer KX (tampone di lavaggio). Il campione viene 
nuovamente sottoposto a una centrifugazione uguale alla prima (10000 rpm per 
1min e 30 sec). 
Si ripete la stessa operazione precedente, si aggiungono 500 µl di un secondo 
tampone di lavaggio (Buffer K2) e si centrifuga il campione a 13000 rpm per 2 
min e 30 sec, il DNA rimane adeso al filtro della colonnina interna quindi viene 
scartato nuovamente il filtrato e la colonnina viene trasferita in un nuovo tubo 
raccoglitore a cui si aggiungono 100 µl di Tris-HCl (tampone di eluizione che ha 
la funzione di mantenere stabile la molecola di DNA durante il processo di 
purificazione) precedentemente riscaldato a 70°C. Il campione viene tenuto in 
incubazione per 3min a temperatura ambiente. Successivamente viene 
sottoposto a una centrifugazione a 10000 rpm per 2min e 30sec affinchè il DNA 
precipiti nell’eluato che viene messo ad incubare nel bagnetto termostato a 70°C 
31 
 
per 2min e in seguito trasferito nella colonnina interna che a sua volta era stata 
trasferita in una eppendorf da 1.5ml. Il campione viene sottoposto all’ultima 
centrifugazione a 10000 rpm per 2min e 30sec per aumentare la concentrazione 
di DNA nell’eluato finale. 
 
3.4 PCR  
La PCR (Polymerase Chain Reaction) è un metodo attraverso il quale è possibile 
amplificare in  vitro e in modo  esponenziale una sequenza di acido nucleico 
presente  in un campione di DNA. La reazione richiede la conoscenza a priori 
delle sequenze adiacenti alla regione da amplificare, per poter sintetizzare degli 
oligonucleotidi (primer) complementari 
alle sequenze stesse. I primer, in genere 
di lunghezza compresa tra i 20-30 
nucleotidi, dopo essersi legati alle 
sequenze bersaglio funzionano da 
molecole iniziatrici del processo di 
sintesi del DNA. La PCR prevede una  
serie di cicli in cui vengono realizzate 
una fase di denaturazione nella quale il 
campione viene riscaldato a 95°C allo 
scopo di separare la doppia elica del DNA in due singoli filamenti, una fase di 
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appaiamento ad una temperatura variabile dai 50° ai 70°C in cui  i primer si 
legano alle regioni complementari, ed infine una fase di sintesi a 70-75°C, che 
avviene ad opera dell’enzima DNA polimerasi. Dopo circa 25 cicli in cui vengono 
ripetute le fasi precedentemente descritte all’interno di un termociclizzatore 
programmabile in modo automatico, i prodotti della PCR comprenderanno oltre al 
DNA di partenza circa 10 alla 5 copie della sequenza bersaglio specifica. La 
temperatura e la durata di 
questa fase dipendono dalla 
natura del DNA bersaglio: 
lunghezza, composizione, 
percentuale in G+C. La 
temperatura e la durata della 
fase di appaiamento 
(annealing) dipendono dalla 
concentrazione, dalla 
lunghezza e composizione in 
basi  dei "primer". Dal punto di vista strutturale un "primer" ideale deve avere una 
lunghezza compresa tra i 18 ed i 28 nucleotidi ed una composizione in G +C tra il 
50 ed il 60%. Queste condizioni garantiscono una temperatura di fusione (Tm= 
"meltingtemperature") tra i 50  e gli 80°C secondo la formula semplificata di 
determinazione: Tm = 4 ( G+C ) + 2 ( A+T ). Si deve evitare l’uso di "primers" che 
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presentino complementarità all’estremo 3’, perché in tal caso si possono formare 
dei dimeri tra i "primers" che riducono la resa del prodotto desiderato; si devono 
inoltre evitare "primers" con sequenze palindrome e con strutture secondarie 
estese. Una considerazione generale è che i "primers" devono essere 
sufficientemente complessi affinché la probabilità di ibridare sequenze diverse da 
quella voluta sia estremamente bassa. Uno schema generale prevede l’uso di 
una temperatura di accoppiamento ("annealing") Ta circa 5°C più bassa della Tm 
dei due "primers" utilizzati, inoltre il decremento di  1°C, in ciascun ciclo, della 
temperatura di "annealing" porta ad un aumento di  specificità di  amplificazione 
e di resa per prodotti di lunghezza inferiore a 1 Kb (protocollo touch-down), in 
quanto aumentano in numero le regioni “amplificate specifiche” permettendo così 
ai primer di legarsi principalmente a questi perché sono in maggiore quantità. 
I quattro deossiribonucleotidi devono essere bilanciati nella miscela affinché non 
diminuisca la fedeltà replicativa da parte della Taq polimerasi. Inoltre, essenziale 
per la PCR è lo ione magnesio (Mg2+),che influenza l’attività dell’enzima 
aumentando la temperatura di denaturazione del DNA bersaglio, condiziona 
l’attacco dei "primer" stabilizzando l’ibrido molecolare e forma complessi solubili 
con i dNTPs che sono i veri substrati riconosciuti dalla DNA polimerasi. Infatti da 
un lato è un cofattore essenziale per la Taq DNA polimerasi per il caricamento 
dei nucleotidi, dall’altro la concentrazione di Mg2+ influenza l’appaiamento dei 
primer allo stampo. Maggiore è la concentrazione di Mg2+ minore è la specificità 
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dell’appaiamento. La variazione delle concentrazioni di Mg2+ gioca quindi un 
ruolo simile (ma opposto) a quello della temperatura di annealing e spesso la 
messa a punto di un’elevata (o bassa) stringenza (specificità) nella PCR è basata 
tanto sulla Ta quanto sulla concentrazione di Mg2+ 
Questa tecnica è stata utilizzata per il VNTR del gene DAT1 
 
 
3.5 ASO-PCR 
L’ASO-PCR (Allele Specific Oligonucleotides) è una variante della PCR classica, 
in cui vengono utilizzati tre primer, uno che si appaia in una regione conservata 
in entrambi gli alleli ad un’estremità della sequenza fiancheggiante il 
polimorfismo e gli altri due, che differiscono per l’ultimo nucleotide all’estremità 
3’-OH e terminano esattamente nel punto in cui è presente la variazione 
puntiforme e sono quindi allele-specifici. In condizioni sperimentali ottimali 
l’amplificazione non avverrà se il nucleotide all’estremità 3’ non è perfettamente 
appaiato, permettendo così di distinguere i due alleli. 
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3.6 DISEGNO DEI PRIMERS 
Per il disegno dei primers è stato utilizzato il database GeneBank 
(www.ncbi.nih.gov/SNP) tramite il quale si è ottenuta la sequenza della regione di 
interesse in formato FASTA. Una volta stabiliti i primers si è valutata la loro 
efficienza tramite il programma NETPRIMER. Questo è stato possibile 
stabilendo:  
Rating: indice dell’efficienza dei primers, assume valori compresi tra 0 e 
100%; valore maggiore di 80 è considerato sufficiente;  
Tm (temperatura di melting): temperatura alla quale il 50% delle molecole si 
trova in forma di doppia elica stabile ed il restante 50% in forma di singola elica, 
dipende dal contenuto in GC ed è direttamente proporzionale alla lunghezza dei 
primers. Tm ideali sono comprese tra 55-65°C e devono essere simili tra i due 
primers;  
Energia libera (ΔG) relativa a dimeri, cross dimeri e sequenze palindrome: 
rappresenta appaiamenti illegittimi tra i primers e dovrebbe essere il più vicina 
possibile a 0 e comunque non inferiore a -8 Kcal/mol;  
Contenuto in GC espresso in %: è responsabile di un appaiamento più forte al 
DNA instaurando tre legami a idrogeno invece di due  
E‟ importante che i primers di ogni coppia abbiano valori di Tm, energia libera e 
lunghezza simile. A questo punto è stato possibile valutare mediante il 
programma BLAST la specificità dei primers per la regione di interesse e, 
36 
 
mediante il sito UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) nella sezione 
“In silico PCR”, inserendo forward e reverse, il prodotto di PCR e il cromosoma in 
cui si appaia. I primers utilizzati sono: 
 
GENE PRIMERS FRAMMENTO 
 
DRD2 
F1: 5’-ACGGTCTCCACAGCACTCCC-3’ 
F2: 5’-ACGGTCTCCACAGCACTCCT-3’ 
R:5’GAGAACAATGGCGAGCATCTG-3’ 
 
200 pb 
 
ANKK1 
R1: 5’-CATCCTCAAAGTGCTGGTCG-3’ 
R2: 5’-CATCCTCAAAGTGCTGGTCA -3’ 
F: 5’-ATCTCGGCTCCTGGCTTAGA -3’ 
 
171 pb 
 
COMT 
F: 5’-CTGCTCTTTGGGAGAGGTGG-3’ 
R1: 5’-CATGCACACCTTGTCCTTCAT-3’ 
R2: 5’-CATGCACACCTTGTCCTTCAC-3’ 
  
298 pb 
 
DAT1 
F: 5’-TGTGGTGTAGGGAACGGCCTGAG-3’ ;  
R: 5’-CTTCCTGGAGGTCACGGCTCAAGG-3’ 
 
483 pB 
 
ADH1C 
F1: 5’-TTAAGCTCACTCAAAACCTCC-3’ 
F2: 5’-TTAAGCTCACTCAAAACCTCT-3’ 
R: 5’-GCAAATTACAAATCTTTCTAAGT-3’ 
 
282 pb 
 Tab2: Elenco dei primers e grandezza dei frammenti che amplificano 
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Il protocollo di reazione per i polimorfismi a singolo nucleotide è lo Standard 0 
(STD0). Questo è caratterizzato da un primo ciclo che viene effettuato a 95° C 
per 8 minuti in modo da denaturare la maggior quantità di DNA possibile e da 
attivare l’enzima Taq polimerasi Hot Started . La seconda fase è costituita da 20 
cicli, divisi ognuno in tre step: il primo a 95° C per 30 secondi ha ancora lo scopo 
di denaturare il DNA, il secondo step 68°C per 30 secondi consente 
l’appaiamento dei primer. Durante tale fase la temperatura si abbassa di un 
grado ad ogni ciclo, seguendo il protocollo touch-down, fino a raggiungere i 48°C 
al ventesimo ciclo, garantendo così un’amplificazione specifica delle sequenze 
bersaglio.  Infine l’ultimo step è caratterizzata da una temperatura di 72°C 
consentendo la sintesi del DNA. 
La terza fase è costituita da 10 cicli, divisi ognuno in tre passaggi: il primo a 95°C 
per 30 secondi per la denaturazione, il secondo a 51°C per 30 secondi per 
l’appaiamento dei primer. In questo caso si opera alla temperatura molto 
permissiva di 51°C che garantisce un’alta resa. Il terzo passaggio, a 72°C per 1 
minuto e 15 secondi, garantisce la polimerizzazione. 
L’ultimo ciclo viene effettuato a 72 C per 8 minuti; in seguito la temperatura si 
abbassa fino al valore di mantenimento (15 C). 
Mentre per il VNTR di DAT1 si è utilizzato un protocollo classico di PCR, con una 
temperatura di annealing pari a 73,4°C proprio per aumentare la specificità dei 
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primer. Questa T di annealing è stata scelta dopo avere effettuato una PCR 
gradient, il cui range di T variava tra i 55 ed i 75°C.  
Tutti i reagenti utilizzati per le PCR sono stati acquistati dalla Solis Biodyne  
 
DRD2 ANKK1 COMT DAT1 ADH1C 
 
Buffer 10X: 1μl 
MgCl2 [25 mM]: 
0,4 μl 
dNTPs [20 mM]: 
0,1 μl 
Primer F 
[100mM]:  0,1 μl 
Primer R 
[100mM]: 0,1 μl 
Taq pol: 0,15 μl 
DNA: 1,5 μl 
Acqua: 6,65 μl 
 
Buffer 10X: 1μ 
MgCl2 [25 mM]: 
0,4 μl 
dNTPs [20 mM]: 
0,1 μl 
Primer F 
[100mM]:  0,1 μl 
Primer R 
[100mM]: 0,1 μl 
Taq pol: 0,15 μl 
DNA: 1,5 μl 
Acqua: 6,65 μl 
 
Buffer 10X: 1 μl 
MgCl2 [25 mM]: 
0,4 μl 
dNTPs [20 mM]: 
0,1 μl 
Primer F 
[100mM]:  0,1 μl 
Primer R 
[100mM]:  0,1 μl 
Taq pol: 0,15 μl 
DNA: 1 μl 
Acqua: 7,1 5 μl 
 
Buffer 10X: 1 μl 
MgCl2 [25 mM]: 
0,6 μl 
dNTPs [20 mM]: 
0,1 μl 
Primer F 
[100mM]:  0,1 μl 
Primer R 
[100mM]:  0,1 μl 
Taq pol: 0,15 μl 
DNA: 2 μl 
Acqua: 5,95 μl 
 
Buffer 10X: 1 μl 
MgCl2 [25 mM]: 
0,4 μl 
dNTPs [20 mM]: 
0,1 μl 
Primer F [100mM]: 
0,25 μl 
Primer R [100mM]: 
0,25 μl 
Taq pol: 0,15 μl 
DNA: 1 μl 
Acqua: 6,85 μl 
 
 
 
 
Tab3: Protocolli utilizzati per PCR e ASO-PCR 
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3.7 ELETROFORESI SU GEL 
L'elettroforesi su gel di agarosio è una tecnica classicamente utilizzata per 
analizzare e separare acidi nucleici. Questa tecnica sfrutta le cariche presenti 
nelle molecole di DNA o RNA (cariche negativamente) per farle migrare, in un 
campo elettrico, attraverso un gel di agarosio. Essendo il DNA un polianione i 
frammenti migreranno dal polo negativo al polo positivo. Il gel funge da setaccio, 
essendo costituito da una rete di pori, i quali consentono di separare le molecole 
in base alla loro grandezza: quelle più piccole attraversano più velocemente i 
pori rispetto a quelle più grandi quindi si avrà una separazione in funzione del 
peso molecolare. L'agarosio è un polisaccaride lineare e neutro formato da unità 
di D-galattosio e di 3,6-anidro-L-galattosio legate alternativamente con legami 
glicosidici. L'agarosio è uno zucchero solubile in acqua alla temperatura di 
ebollizione, mentre diventa solido man mano che si raffredda formando una 
matrice attraverso dei legami a idrogeno tra le catene lineari. L'agarosio non è 
l'unico composto utilizzato per i gel, infatti, esistono diversi tipi di supporti 
utilizzabili: come ad esempio l'amido o 
miscele di agarosio e poliacrilammide 
(che consentono una più fine separazione 
delle molecole. Al campione viene 
solitamente aggiunto il loading buffer, che 
contiene generalmente il blu di bromofenolo e glicerolo necessario ad agevolare 
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la precipitazione del campione sul fondo del pozzetto. Per consentire la 
visualizzazione degli acidi nucleici migrati si possono utilizzare diversi tipi di 
coloranti; quello più usato in assoluto è l’etidio bromuro. Questa molecola 
planare si intercala tra le basi dell'acido nucleico a doppio filamento, ed emette 
luce fluorescente quando irradiata con luce ultravioletta (300 nm). L’etidio 
bromuro viene aggiunto  direttamente al gel nel corso della sua preparazione.  
Insieme ai nostri campioni è caricato un ladder che è un indicatore del peso 
molecolare e grazie a questo è possibile stimare la lunghezza delle bande 
ottenute e verificare quindi se esse siano specifiche o siano il risultato di 
un’amplificazione aspecifica.  
Nei nostri esperimenti per gli SNP si è utilizzato un gel al 2% (3 grammi di 
agarosio in 150ml di TBE (Tris Borato EDTA)), mentre per il VNTR è stato 
effettuato un gel al 3% per discriminare meglio le bande in quanto i 2 frammenti 
differiscono di 40 pb. 
 
 
 
Esempio di ASO-PCR con gel al 2% 
A/A A/A A/A A/A G/G A/G A/G 
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10R/10R 
10R/9R 
Esempio di PCR per DAT1 con gel al 3% 
A/A 
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CAPITOLO 4  
RISULTATI.  
Nella tabella sono riportati le frequenze alleliche calcolate nel mio campione 
costituito da 100 soggetti  per ciascun polimorfismo analizzato. Inoltre, sono 
riportate sia le frequenze osservate nella popolazione caucasica presennti nel 
database dBSNP dell NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) che il valore del P-
value per l’equilibrio di Hardy-Weinberg. 
Gene Polimorfismo Freq allelica  Freq allelica 
DbSNP 
Equilibrio   H-
W 
DRD2 rs6277  p=0.57(T) 
 q=0,43(C) 
 p=0.53(T) 
 q=0,47(C) 
SI 
Pvalue=0,350 
ANKK1 rs1800497  p=0,84(C) 
 q=0,16(T) 
 p=0.80(C) 
 q=0,20(T) 
SI 
Pvalue=0.140 
COMT rs4680  p=0.53(G) 
 q=0,47(A) 
 p=0.52(G) 
 q=0,48(A) 
SI 
Pvalue=0,094 
ADH1C rs1614972  p=0.61(C) 
 q=0,39(T) 
 p=0.76(C) 
 q=0,24(T) 
SI 
Pvalue=0,529 
DAT1 rs 28363170 p= 0.67 (10R) 
q= 0,33 (9R) 
 SI 
Pvalue=0,150 
 
Tab4: Frequenze alleliche ed equilibrio di H-W 
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Per quanto riguarda il fenotipo, i dati sono stati elaborati dagli ingegneri del 
dipartimento di Ingegneria Meccanica, Nucleare e della Produzione 
dell’Università di Pisa tramite un apposito software (Matlab).  
Per il test della sbandata vengono valutati i parametri: 
 tempo di reazione (s): tempo tra l'impulso di forza laterale al veicolo e 
azione sul volante da parte del guidatore. 
 tempo di abilità (s): tempo dall'istante della reazione alla fine della 
manovra (quando lo sterzo rientra stabilmente in +/- 5 deg). 
 primo picco sterzo (deg): valore in gradi del primo picco di sterzo (nella 
direzione della sbandata, è l'angolo che raggiunge il volante quando 
scappa di mano dopo lo stimolo) 
 secondo picco sterzo (deg): valore in gradi del secondo picco di sterzo 
(nella direzione opposta alla sbandata, è l'angolo che si raggiunge con la 
risposta) 
 
 
 
 
 
 
Esempio del grafico ottenuto tramite Matlab per il test della 
sbandata 
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Per quanto concerne il test della frenata si ha: 
 tempo di reazione (s): tempo tra la comparsa della luce rossa e il rilascio 
del pedale dell’acceleratore 
 tempo di abilità (s): tempo tra il rilascio dell’acceleratore e inizio della 
pressione del pedale del freno 
 
 
 
 
 
Esempio del grafico ottenuto tramite Matlab per il test della frenata 
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Una volta ottenuti questi dati si è proceduto con una prima analisi statistica, 
effettuata tramite analisi della varianza delle medie (ANOVA) i cui risultati sono: 
Table of Least Squares Means for T Reazione  F 
with 95,0 Percent Confidence Intervals 
-------------------------------------------------------------------------------- 
                                         Stnd.        Lower        Upper 
Level               Count   Mean         Error        Limit        Limit 
-------------------------------------------------------------------------------- 
GRAND MEAN          100     0,466705 
Sesso 
0                   54      0,483148     0,00737544   0,468512     0,497785      
1                   46      0,450261     0,00799109   0,434403     0,466119      
Means and 95,0 Percent LSD Intervals
Sesso
T
 R
e
a
z
io
n
e
  
F
0 1
0,43
0,45
0,47
0,49
0,51
 
Nel grafico sono riportate sull’asse delle ordinate il tempo di reazione della 
frenata mentre sull’asse delle ascisse il sesso. Si identifica con 0 le donne e con 
1 i maschi. Si nota che i maschi sono più veloci nel rispondere allo stimolo 
rispetto alle donne. 
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Per il tempo di abilità nella frenata non vi sono, in questa analisi, risultati 
significativi. 
Analysis of Variance for T Reazione S - Type III Sums of Squares 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
A:ADH1C                  0,00688267      2     0,00344133       3,59     0,0314 
 
RESIDUAL                   0,0880774     92    0,000957363 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)           0,105126     97 
 
 
Means and 95,0 Percent LSD Intervals
ADH1C
T
 R
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0,26
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Per quanto concerne il tempo di reazione alla sbandata si evince che gli 
omozigoti per l’allele minore (T) rispondono più velocemente 
 
Analysis of Variance for T Abilità  S - Type III Sums of Squares 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A:Sesso                     9,09088      1        9,09088      10,23     0,0019 
 B:corso                    0,928237      1       0,928237       1,04     0,3093 
 
RESIDUAL                     86,1845     97         0,8885 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)            102,493     99 
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
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Means and 95,0 Percent LSD Intervals
Sesso
T
 A
b
ili
tà
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0 1
2,4
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3
3,2
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Anche per il tempo di abilità nella sbandata i maschi sembrano essere più veloci 
delle donne (p=0019), ma questo non vuol dire che una manovra più veloce è 
sinonimo di una manovra sicura. 
Dopo questo primo approccio sui dati è stata  effettuata un’analisi per dati 
ripetuti: in cui sono stati messi in relazione i dati ottenuti con il simulatore con i 
polimorfismi dei geni studiati, il sesso, l’età, l’orario in cui è stata effettuata la 
simulazione (mattina o pomeriggio) e le ore trascorse al volante in una settimana 
per ogni singolo individuo. Questo è stato svolto in collaborazione con il  Prof. 
Davide Fiaschi del Dipartimento di Economia dell’Università di Pisa tramite 
analisi statistica multivariata  per dati ripetuti, un test molto più conservativo, al 
fine di  mettere in relazione le diverse variabili, ed eventualmente evidenziare 
miglioramenti della performance di guida per ogni individuo, nel ripetere le prove. 
Il test statistico utilizzato è una panel analysis, che consente di studiare la 
dinamica dei cambiamenti in un soggetto segiuto nel tempo. E’ un’analisi 
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statistica molto usata nel campo della psicologia, ma anche della sociologia e 
dell’economia. E’ stato considerato il test robusto in quanto questo è molto 
conservativo, perchè tende a difendere il risultato e tenendo conto anche di quei 
dati non osservati. 
Come si nota dai grafici, per il test della sbandata, il campione segue una 
distribuzione normale: 
Grafico1: tempo di reazione della sbandata 
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Grafico2: tempo di abilità della sbandata 
Grafico3: I° picco della sbandata 
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Mentre per il test della frenata vediamo che vi sono tanti outliers, questo sta a 
significare che il test deve ancora essere messo a punto e che quindi non ha la 
stessa validità del test della sbandata e quindi i risultati che nè risultano 
potrebbero non essere attendibili.  
Grafico4: II° picco della sbandata 
Grafico5: tempo di reazione della frenata 
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Grafico6: tempo di abilità della frenata 
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Per il tempo di reazione della sbandata, come si evince dalla figura, si nota che: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gli individui omozigoti per l’allele più frequente (T) del polimorfismo rs6227 del 
gene DRD2 hanno un tempo di reazione minore rispetto agli omozigoti (C) e agli 
eterozigoti, questo significa che rispondono più velocemente (p=0.003), anche se 
l’unico confronto statisticamente significativo è quello relativo a CC vs TT 
Gene stimato Errore standard Pvalue 
 (DRD2)CT -0.01214232   0.00836271 0.146884 
 (DRD2)TT -0.02507746 0.00853838   0.003404 
DRD2 
Fig1 Correlazione tra il polimorfismo di DRD2 e il tempo di reazione della 
sbandata 
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Lo stesso vale per gli individui omozigoti per l’allele raro (T) del polimorfismo 
rs1614972 del gene ADH1C  (P=0.002). Infatti gli omozigoti per l’allele T sono 
più veloci nell’effettuare un’azione sul volante subito dopo lo stimolo. 
 
Gene stimato Errore standard Pvalue 
(ADH1C)CT -0.0054485 0.00635325 0.391361 
(ADH1C)TT -0.02541265 0.00822076 0.002058 
ADH1C 
Fig2 Correlazione tra il polimorfismo di ADH1C e il tempo di reazione della 
sbandata 
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Un altro fattore importante per il tempo di reazione è l’orario in cui viene 
effettuato il test, sembra che ad ogni ora vi sia un miglioramento di 0,002 
secondi. 
Per il test di abilità alla sbandata si evince che: 
 
 
 
 
Covariata Stimato Errore standard Pvalue 
Orario del test -0.00237433 0.00108872 0.029500 
Gene stimato Errore standard Pvalue 
 (ANKK1)CT 0.29894 3.87727 0.938562 
 (ANKK1)TT -12.50633 5.02419 0.012994 
ANKK1 
Fig3 Correlazione tra il polimorfismo di ANKK1 e il tempo di abilità della 
sbandata 
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Vi è una relazione con il polimorfismo del gene ANKK1. Gli individui omozigoti 
per l’allele minore (T) sono più abili rispetto agli omozigoti per l’allele maggiore 
(C) (p=0,012). 
Le due variabili, tempo reazione sbandata e tempo abilità sbandata, non sono 
matematicamente correlate in quanto calcolando la covariata il valore che si 
ottiene è 0,16. 
 
Covariata/ 
Cofattore 
Stimato Errore standard Pvalue 
Età -0,76123 0,30750 0,013521 
Sesso -8,25823 3,16616 0.009261 
Orario del test -2,01934 0,66180 0,002358 
 
Per quanto riguarda i cofattori, si è notato che: 
 Influisce molto l’età del guidatore, cioè chi ha una maggiore età sembra 
rispondere più velocemente. Questo può essere giustificato dal fatto che 
con il passare dell’età l’individuo acquisisce una maggiore esperienza alla 
guida. 
 Un altro fattore determinante è il sesso: i maschi sono più veloci di 10 
secondi rispetto alle donne. 
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 Nuovamente, l’orario del test sembra essere coinvolto anche in questo 
parametro.  
Per ciò che concerne il primo picco: 
 
 
Gene Stimato Errore 
standard 
P value Gene Stimato Errore 
standard 
P value 
ADH1C(CT) -1.50816 0.74992 0.044632 DRD2 (CT) -1.21354 1.08322 0.262898 
ADH1C (TT) -2.71628 0.83796 0.001235 DRD2 (TT) -2.59064 1.06826 0.015513 
 
C’è una relazione con il polimorfismo del gene ADH1C, in quanto le persone con 
l’allele variante (T) effettuano una manovra meno brusca rispetto agli individui sia 
eterozigoti che omozigoti per l’allele selvatico (C). in questo caso il p è 
significativo sia negli omozigoti che negli eterozigoti (P= 0.04 per gli eterozigoti e 
P=0.001 negli omozigoti T/T). 
DRD2 ADH1C 
Fig4 Correlazione tra il polimorfismo di ADH1C, il polimorfismo di DRD2 e il 
primo picco della sbandata 
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Mentre per il polimorfismo del gene DRD2 è il contrario: le persone che hanno 
l’allele più frequente (T) svolgono una manovra meno brusca rispetto agli altri 
(P= 0.015) 
Covariata/ 
Cofattore 
Stimato Errore standard Pvalue 
Sesso -2.9715089 0.7055463 2.838e-05 
Orario del test -0.4867083 0.1156828 2.893e-05 
 
Il sesso e l’orario in cui è effettuato il test incidono molto sulla prima manovra 
effettuata sullo sterzo, infatti hanno un pvalue molto significativo. 
Per il secondo picco, quindi per la manovra opposta allo stimolo effettuata 
affinchè l’automobile possa tornare nella corsia corretta, possiamo dedurre che: 
 
Gene Stimato Errore standard P value 
(ANKK1)CT -2.1156 2.049070 0.38892 
(ANKK1)TT -11.72796 2.546732 4.76e-06 
ANKK1 
Fig5 Correlazione tra il polimorfismo di ANKK1 e il secondo picco della 
sbandata 
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Le persone che presentano l’allele variante (T) in omozigosi per lo SNP del gene 
ANKK1 svolgono una manovra meno brusca al contrario di quelle eterozigoti ed  
omozigoti per l’allele più frequente (C) (P=4.76e-06) 
 
 
 
 
L’età sembra influenzare questo paramento, mostrando che i maschi effettuano 
un angolo di sterzo minore di 0,6 gradi rispetto le donne.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Covariata Stimato Errore standard Pvalue 
Età -0.591704 0.243922 0.01551 
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Molto differente è la situazione per il test della frenata, in cui come già 
precedentemente mostrato i dati non seguono una distribuzione normale . 
Per il tempo di reazione l’unica variante ad influenzarlo è il sesso: 
 
Cofattore Stimato Errore standard Pvalue 
Sesso -0.141586 0.067221 0.035498 
I maschi sono più veloci a staccare il piede dal pedale dell’acceleratore, rispetto 
le donne. 
Per il tempo di abilità del test della frenata: 
 
Gene stimato Errore standard Pvalue 
(DRD2)CT 0.0307813 0.0193959 0.112924 
(DRD2)TT 0.0448869 0.0220587 0.042206 
DRD2 
Fig1 Correlazione tra il polimorfismo di DRD2 e il tempo di abilità della frenata 
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Il polimorfismo del gene che codifica per il recettore 2 della dopamina sembra 
essere correlato al tempo di abilità della frenata, infatti gli individui omozigoti per 
l’allele più frequente (T) rispondono più lentamente nel pigiare il pedale del freno. 
P= 0.04. 
 
 
Dal grafico si nota che gli eterozigoti e gli omozigoti per allele maggiore (G) sono 
più lenti rispetto agli omozigoti AA nel tempo di rilascio dell’acceleratore e inizio 
della pressione del pedale del freno, con un P-value bordline P=0.05 
Gene stimato Errore standard Pvalue 
(COMT)AG 0.0286165 0.0175475 0.103342 
 (COMT)GG 0.0321109 0.0163853 0.050387 
COMT 
Fig1 Correlazione tra il polimorfismo di COMT e il tempo di abilità della frenata 
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Covariata Stimato Errore standard Pvalue 
Età -0.00478247 0.00170850 0.005262 
 
Anche in questo caso l’età, quindi l’esperienza, risulta essere un fattore 
determinante. 
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CAPITOLO 5 
DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
Il nostro campionamento è ancora troppo basso per poter trarre delle conclusioni 
definitive, tuttavia i risultati ottenuti finora sono i seguenti: 
il test della sbandata sembra magoirmente influenzato dai polimorfismi nei geni 
DRD2, ADH1C e ANKK1, in quanto i primi due sono coinvolti nel tempo di 
reazione e nel primo picco, mentre il terzo è coinvolto nel tempo di abilità e nel 
secondo picco. 
Per il polimorfismo rs6277 presente nel gene DRD2 sembra essere associato ad 
un decremento delle capacità operative, in questo caso alla guida, in accordo 
con i dati in letteratura (9), in quanto gli omozigoti per l’allele mutante (CC) 
mostrano capacità di riflesso minori rispetto ai soggetti omozigoti per l’allele wild 
type. Ciò a dimostrare il fatto che probabilmente il polimorfismo rs6277 causa 
una minore produzione della proteina comportando dei problemi a livello del 
sistema dopaminergico. Anche se è un polimorfismo silente ci sono ben 36 lavori 
di letteratura, compreso uno studio funzionale, che indicano una diversa stabilità 
dell’mRNA. (28). Per quanto riguarda i risultati ottenuti dalla correlazione tra il 
test della frenata e il polimorfismo di DRD2, bisogna ricordarsi che il test è poco 
attendibile a causa dell’alta presenza di outliers. 
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Il polimorfismo rs1614972 nel gene ADH1C nel nostro studio è risultato associato 
in modo statisticamente significativo sia con il test della sbandata che con il 
primo picco. 
In letteratura su questo SNP, a differnza del precedente non vi è molto e 
comunque sono lavori in cui viene valutata la sua associazione con la 
dipendenza da alcol. La classe delle alcol deidrogenasi è coinvolta sicuramente 
nel metabolismo dell’alcol, ma la maggior parte di queste, tra cui la ADH1C, è 
coinvolta anche nel metabolismo del retinolo e da lavori in letteratura si sa che 
una mancanza di questa molecola potrebbe dare dei problemi nello sviluppo del 
cervello nella fase postnatale, inoltre è stato anche visto, sempre nello stesso 
articolo, che una deficienza di vitamina A, nei ratti, può causare problemi 
nell’apprendimento e di memoria (26). 
Per quanto riguarda il polimorfismo del gene ANKK1, anche questo sembra 
influenzare le capacità operative in quanto gli individui omozigoti per l’allele 
variante presentano una maggiore abilità alla guida rispetto sia agli eterozigoti 
che agli omozigoti per l’allele più frequente. Questo è in accordo con dati in 
letteratura in cui si evince che le persone omozigoti per l’allele più frequente 
sembra siano meno attente ed abbiano un minor controllo inibitorio su un 
segnale stop task.(2)  
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In merito al test della frenata, come già detto precedentemente, questo presenta 
tantissimi outliers quindi i risultati ottenuti, seppur significativi, bisogna trattarli 
con cautela in quanto il test deve essere ancora migliorato.  
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